ENSAIOS IN VITRO COM EXTRATOS BRUTOS E METABOLITOS
SECUNDARIOS DE PLANTAS DO CERRADO SUL-MATO-GROSSENSE SOBRE
RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS (Canestrini, 1887)

BARBOSA, Carolina da Silva'; BORGES, Ligia Miranda Ferreira®, MIGUITA, Carlos.
Henrique®, GARCEZ, Fernanda Rodrigues®; GARCEZ, Walmir Silva®, VIOLANTE,
lvana Maria Povoa®, ALVES, Reginaldo Dias* NICACIO, José®

Doutoranda do Programa de Pés Graduacdo em Ciéncia Animal da UFG
csbarbosa@uems.br;

’Laboratério de Parasitologia Veterinaria IPTSP/UFG borges.ligia@gmail.com;
3Laboratério de Quimica/UFMS fernandargarcez@gmail.com;

“*Parasitologia Animal/UEMS e °Grupo de pesquisa em insetos frugivoros,UFGD
jose.nicaciol@uol.com.br.

Palavra chave: carrapato, fitoterapicos, substancias
INTRODUGCAO

O acaro Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887) provoca
perdas para a bovinocultura brasileira de aproximadamente dois bilhdes de dolares
anuais (MARTINS et al., 2006). E considerado o Gnico ixodideo transmissor dos
agentes causadores da Tristeza Parasitaria Bovina, e dependendo do quadro clinico
pode provocar aborto e até oObito (BARROS et al., 2006). A principal forma de
controle deste acaro € através do uso de acaricidas quimicos, porém, o
desenvolvimento e selecédo de resisténcia em cepas de R. microplus em diferentes
regides do mundo, tém levado a ineficiéncia de diversas bases quimicas (FAO,
2004). O interesse na pesquisa de acaricidas derivados de plantas surgiu da
necessidade de solucionar falhas decorrentes do uso intenso e prolongado dos
produtos quimicos sintéticos (OLIVO et al., 2009). Os extratos vegetais apresentam
inlmeras vantagens quando comparados com o0 uso de produtos sintéticos porque
sdo obtidos a partir de recursos renovaveis e rapidamente degradaveis; o
desenvolvimento de resisténcia de pragas a essas substancias € um processo lento,
consistem em uma associacdo de varios principios ativos que atuam sem deixar
residuos nos alimentos; ndo danificam o ecossistema; além de que podem reduzir 0s
custos de producdo (BALANDRIN et al., 1985; CHAGAS et al., 2003; OLIVO et al.,
2009). A aplicacdo dos defensivos vegetais na medicina veterinaria ainda € um
processo discreto, mas, sobre algumas pragas como 0s carrapatos as pesquisas
tém acontecido de forma marcada e com resultados promissores, especialmente
para o controle de R. microplus, no Brasil e no mundo (BALANDRIN et al., 1985;
BORGES et al.,, 1994; MULLA & SU 1999; BORGES et al., 2005; SOUSA et al.,
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2008). O objetivo da pesquisa foi isolar principios ativos de plantas que interferissem
no ciclo produtivo de R. microplus.

MATERIAL E METODOS
Origem das plantas e obtencédo dos extratos
As plantas foram coletadas em Aquidauana, Campo Grande e Mundo Novo, e

pertencia as familias Asteraceae, Bignoniaceae, Burseraceae, Clusiaceae,
Combretaceae, Dilleniaceae, Erythroxylaceae, Fabaceae, Lauraceae, Lamiaceae,
Loganiaceae, Malpighiaceae, Meliaceae, Myrsinaceae, Nymphaeaceae, Proteaceae,
Rubiaceae: Sapindaceae: Sapotaceae: Siparunaceae: Sterculiaceae: Solanaceae:,
Verbenaceae: e Vochysiacea, das quais foram obtidos 77 extratos etandlicos,
oriundos de diferentes partes (folhas, galhos, flores, frutos, raizes, sementes e ou
associacgOes de partes anatdomicas).
Solucdes testes para selecionar o extrato com acao superior a 95%

Na triagem foi utilizada solucéo a 0,20% e aquele que atingiu acéo superior a
95% foi particionado e testado a 0,20; 0,10; 0,05 e 0,025%; aquela que atingiu 95%
foi fracionada através da técnica de cromatografia em colunas de silica e testada a
0,10; 0,050; 0,025 e 0,0125%. A partir desta foram obtidas as substancias aplicando
a técnica de ressonancia magnética nuclear da fracdo e testadas a 0,005; 0,0025;
0,00125 e 0,000625% (primeiro grupo=quatro substancias) e a 0,010; 0,005; 0,0025
e 0,00125% (segundo grupo= duas substancias).
Ensaios com os carrapatos

Utilizaram-se fémeas ingurgitadas obtidas de animas sem exposicdo a acaricidas

por no minimo 60 dias. Nos ensaios da triagem foram utilizados 120 acaros (tratados
e controle), nos demais foram utilizados 30 carrapatos em cada concentragcéo
(triplicata de dez). A Percentagem de Eficacia do Produto (PEP) dos extratos foi
determinada através do calculo da reproducéo estimada, proposto por (Drummond et
al., 1973).
RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSAO
1. Triagem das plantas

Dos 77 extratos avaliados, 11 apresentaram eficdcia acima de 6%, com
destaque para o extrato dos frutos de Guarea kunthiana Juss da familia Meliaceae
com PEP de 99,1%, devido & reducdo da postura e comprometimento da
embriogénese. Este efeito € considerado um registro inédito deste género e espécie

guanto a bioatividade sobre R. microplus. Os demais extratos que tiveram eficiéncia



sobre o acaro, embora com menor efeito, foram caule de Nymphaea amazonum
(51,6%), cascas + caule de Strychnos cf. pseudoquina (48,0%), caule de Nectandra
gardneri (34,5%), folhas de Ocotea lancifolha (16,4%), folhas de Vernonia ferruginea
(11,5), folhas de Chrysophyllum marginatum (10,8%), folhas de Strychnos Ccf.
pseudoquina (9,7%), folhas de Ocotea velloziana (9,6%), folhas de Siparuma
guianensis (9,5%) e folhas de Solanum licocarpus (8,0%).

Estudos realizados por Coelho et al.(2009), utilizando extrato etandlico do
caule e fruto da G. kunthiana na dose de 500 mg/mL nao tiveram efeitos sobre larvas
de Aedes aegypti. Também Coelho et al. (2006) realizaram ensaios com extrato
etandlico com 50 mg/mL da raiz e do caule sobre ninfas de Rhodnius milesi com
baixa acé@o (20 a 25%) de mortalidade. Desta familia, Melia azedarach foi estudada
por Borges et al., (2003) sobre larvas e fémeas ingurgitadas de R. microplus. Foi
verificada elevada taxa de mortalidade de larvas e alta eficacia sobre fémeas
ingurgitadas, sendo que o0 extrato ndo matou a fémeas, mas inibiu total ou
parcialmente a producdo de ovos e a embriogénese. Ainda sobre este carrapato
Williams (1993), utilizando 0,54ug de extrato etandlico das sementes de Azadirachta
indica (Meliaceae) provocou 50% de inibicdo da postura e 80,42% da eclodibilidade.
2. Ensaios com as parti¢cdes, fracdes e substancias da G. kunthiana

Do extrato etandlico do fruto da G. kunthiana, realizaram-se particdes, fracdes
e isolamento das substancias (Tabela 1). Dos ensaios com as particbes, com o
extrato hexanico, se obteve a PEP de 100% na concentracao inicial.

O extrato hexanico foi particionado em nove e testado em fémeas
ingurgitadas de R. microplus; das quais, a quinta particdo apresentou um PEP de
99,9+0,0%. Desta particdo, prosseguiram-se 0S pProcessos quimicos para o
isolamento das substancias, que foram em torno de seis divididas em dois grupos,
pelas diferencas de massas. Destas, a sub-7 na primeira concentracéo atingiu indice
de eficiéncia de 99,2+0,7%. Encontraram-se os mesmos efeitos sobre a reducéo de
postura e alteragfes na embriogénse, ocorridas desde a triagem inicial, confirmando
gue essa substancia é a responsavel pela a acdo biologica desta planta. Novos
estudos sdo necessarios para padronizacdo farmacolégica de formulacdo para
ensaios in vivo, visando a obtencdo de um produto comercial. O isolamento de
substancias a partir de plantas € um processo minucioso, desde a identificacdo das
espécies vegetais, utilizacdo de técnicas de laboratério demoradas e de alto custo

para isolamento dos compostos, disponibilidade de elevado numero de carrapatos
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no padrdo adequado e execucdo de numerosos ensaios 0 que demanda a
participagédo de equipes interdisciplinares e interinstitucionais especializadas.
Concluséao

O fruto da G. kunthiana contém substancias bioativas capazes de interferir no

ciclo reprodutivo de R. microplus com acgao superior a 95%.

Tabela 1 - Média + Desvio Padrdo dos Percentuais de Eficiéncia do Produto (PEP)
das particoes, fracdes e substancias de G. kunthiana do Cerrado Sul-Mato-
Grossense, com bioatividade sobre R. microplus.

ParticOes Concentracgdes (%)
(extratos) 0,20 0,10 0,05 0,025
Etandlico 99,5+0,3  90,2+6,8 89,0+4,1 44,6+9,2
Hexanico 100,0+0,0 98,8+2,0 98,3+1,7 46,31£28,9
Diclorometanico 50,5+7,9 51,7+6,3 19,9+33,1 14,2+9,2
Metanol/agua 16,5+4,1 17,6+7,9 10,7+1,0 3,81£16,8
Aquoso 1,5+3,5 0,4+1,1 0,6+1,8 0,8+3,5
Fracdes Concentracdes (%)

0,10 0,050 0,025 0,0125
GKFSA 1 9,1+14,0  5,8+2,0 5,946,9 3,0+4,6
GKFSA 2 25,8+8,2 13,7+8,1 1,5+3,1 8,9+5,4
GKFSA 3 15,2+6,4  10,248,6 10,546,0 3,4+11,7
GKFSA 4 98,9+0,1  97,7£1,3 95,9+3,1 64,5+£13,8
GKFSA 5 99,9+0,0  98,9+0,2 99,0+0,0 76,1+7,3
GKFSA 6 11,7459 2,048,1 1,4+10,1 1,6+6,9
GKFSA 7 19,0+13,6 11,0+8,8 10,3+£0,9 0,1+8,1
GKFSA 8 11,6£13,0 12,8+155 5,046,5 1,5+15,5
GKFSA 9 24,9+4,6 18,543,1 17,0£11,3 7,8+7,0
Substancias Concentracdes (%)

0,005 0,0025 0,00125 0,00625
Sub 1 8,9+2,9 7,7£12,0 2,6£3,0 2,1+4.8
Sub 4 12,545,2 10,5+1,1 6,3+4,2 4,1+3,7
Sub 5 9,3t19,2  7,0+10,7 2,1+7,8 1,5+4,9
Sub 6 244113  2,1+13,7 1,5+1,0 1,4+0,4

Concentracdes

0,01 0,005 0,0025 0,00125
Sub 7 99,2+0,7  96,1+0,9 88,418,1 69,6+£11,8
Sub 8 29,7158 22,2+2,0 14,0£10,2 10,945,6
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